IPS-1 ト TRIF イゾンセイ ケイロ ヲ ケイユシタ CD8a+ ジュジョウ サイボウ ニヨル poly I:C ユウドウセイ NK サイボウ カッセイカ by 三宅 亨
Poly I:C-induced activation of NK cells by








IPS-1 ト TRIF イゾンセイ ケイロ ヲ ケイユシタ
CD8a+ ジュジョウ サイボウ ニヨル poly I:C ユウ














PolyI：C－induced activation of NK cells by CD8a＋dendritic cells
Via theIPS－1and TRIF－dependent pathways．
（IPS－1とTRIF依存性経路を経由したCD8a＋樹状細胞によるpolyI：C誘
導性NK細胞活性化）
主査　教授　　田　中　俊　宏
副査　教授　　小笠原　一　誠
副査　教授　　安　藤　　朗
別紙様式3
論　文　内　容　要
（ふ　り　が　な）
氏　　　名
みやけ　とおる
三宅　亨
学位論文題目
PolyI：C－inducedactivationofNKcellsbyCD8α＋dendriticcellsviatheIPS－1and
TRIF－dependentpathways．
（IPS－1とTRIF依存性経路を経由したCD8α＋樹状細胞によるpolyI：C誘導性
NK細胞活性化）
＜研究の目的＞
Naturalki”er（NK）細胞は自然免疫リンパ球であり、ウイルス感染細胞や腫瘍細胞の排除に際し
て、重要な働きをしていることが知られている。NK細胞の活性化はNK受容体を介するウイルス
感染細胞の直接認識と同様に樹状細胞などの自然免疫細胞から産生されるI型インターフェロン
やサイトカインなどにより誘導される。活性化したNK細胞は細胞障害活性が上昇し、インター
フェロン†などのサイトカイン産生を行う。Polyinosinic－POlycytidylicacid（POlyl：C）は強い抗腫瘍
効果、抗ウイルス効果を有する二本鎖RNAであり、retinoicacid－induciblegene－1（RlG」）－1ike
receptors（RLRs）やTo‖like receptor3（TLR3）で認識される。RLRsであるR］G－Iとmelanoma
differentiation－aSSOCiated gene5（MDA5）はそれぞれ異なったRNAを認識し、ミトコンドリア膜
上に存在するアダプター分子であるlFNqpromoterstimulator－1（lPS－1）を介してシグナル伝達が行
われる。一方TLR3はエンドソーム内に存在し、To”／lL－1Rdomain containing adaptorinducing
lFNβ（TRlF）を経由し、NF一KBを活性化することが知られている。しかし、生体内におけるpolyl：C
によるNK細胞の活性化機序は末だ明らかでは無く、今回遺伝子欠損マウスを用いることにより、
POJyI：C投与によるNK細胞の活性化機序の解明を行った。
＜方法＞
lPS－1、TRlFそれぞれの遺伝子欠損マウスを用いてPOlyl：C投与に対するNK細胞の活性化を検
討した。YAC車1細胞に対する細胞障害活性（51cr放出試験）、細胞表面マーカー（CD69）の発現
（FACS法）、サイトカイン産生（FACS法、ELISA法）などで活性化の程度を測定した。牌細
胞からの樹状細胞、NK細胞の抽出をMACS分離法、FACSによる分離を行い、それぞれのサイ
トカイン産生、RNAの発現を測定した。また、藩性黒色脛細胞（B16Fl）の移植モデルを用いて
POlyl：Cの抗腫瘍活性を検討した。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の日的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
6飢
（続　紙）
＜結果＞
PoLyl：Cによる生体内でのNK細胞の細胞障害活性はIPS－1遺伝子欠損マウスでは低下を認めず、
TRIF遺伝子欠損マウスでは軽度に低下を認め、IPS－1ITRIF遺伝子欠損マウス（DKOマウス）で
は細胞障害活性は完全に消失した。また、グランザイムB、インターフェロン†の産生もDKOマ
ウスで著しく障害を認めた。悪性黒色腫（B16Fl）をマウスに皮下移植したところ、POlyl：Cの投
与により、増殖が抑制された。この効果はDKOマウスで消失した。また、腫瘍細胞を腹腔内投与
し、生存率を検討したところ、POlyl：C投与により生存率の延長が認められ、その効果はDKOマ
ウスでは認められなかった。それぞれの遺伝子欠損マウスよりNK細胞と樹状細胞を牌細胞より
分離し、Polyl：C刺激によるインターフェロンγ産生を検討したころ、DKOマウスの樹状細胞と野
生型のNK細胞の共培養では産生の著しい減弱を認めた。インターフェロンα6GFP遺伝子改変マ
ウスにpolyl：Cを投与し、インターフェロンα産生細胞を検討したところ、CDllc＋cD8α＋樹状細
胞からGFPの発現が認められた。Polyl：C投与後4時間の牌細胞より樹状細胞を分離し、遺伝子
発現を検討したところ、CDllc＋cD8α＋樹状細胞でI型インターフェロン、インターロイキン
12p40、インターロイキン6の発現が認められた。牌細胞よりCDllc＋cD8α‾とCDllc＋cD8α＋樹
状細胞をそれぞれ分離し、NK細胞とpolyl：C刺激下に培養したところ、CDllc＋cD8α＋樹状細胞
と共培養したNK細胞よりインターフェロン†の産生が認められた。最後に樹状細胞、NK細胞での
受容体の発現をRT－PCRで検討したところ、CDllc＋cD8α＋樹状細胞でTLR3の発現を認めた。
＜考察＞
今回我々はマウスにおけるJPS－1依存性経路とTRIF依存性経路が生体内においてPOlyl：C刺激に
対するNK細胞の活性化に必須であることが示された。また、両経路はpolyl：C投与による移植
腫瘍細胞の抑制にも寄与していた。NK細胞ではなく、樹状細胞でのIPS－1依存性経路とTRIF依
存性経路の存在がpolyl：C投与によるインターフェロン†の産生に必要であった。さらに、POlyl：C
刺激に対し生体内では、CDllc＋cD8α‾樹状細胞ではなく、CDllc＋cD8α＋樹状細胞がI型インタ
ーフェロン、インターロイキン12p40を産生し、NK細胞との寒培養ではCDllc＋cD8α＋樹状細胞
がインターフェロンγ産生にも重要であった。
＜結論＞
polyl：CはIPS－1依存性経路とTRIF依存性経路をCD8α＋樹状細胞で活性化し、その結果として、
NK細胞の活性化が誘導される。
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自然免疫においてリンパ球の一つであるNK細胞は重要な役割を果たしている。活
性化されたNK細胞は細胞障害性を有し腫瘍細胞を排除することが知られており、ま
た、肝N－Yなどのサイトカインを産生しT細胞による獲得免疫を誘導する。NK細胞の
活性化には樹状細胞が重要であり、リガンドにより活性化された樹状細胞により産生
された炎症性サイトカインやI型インターフェロン、細胞間の直接接触によりNK細胞
は活性化される。合成2本鎖RNAであるpolyl：CはTLR3によって認識され、TRJFを介
してシグナルが伝達される。また、MDA5によっても認識され、TPS－1を介してシグナ
ルが伝達される。POlyl：Cの経静脈投与での血清中サイトカインの産生については、I
L－12p40はTLR3－TRIF経路に依存しており、lFN－ClはMDA5－lPS－1経路に依存して
いる。また、POlyl：Cをマウスに投与することでNK細胞を活性化し抗腫瘍効果を高め
ることが知られていたが、その機序は明らかではなかった。そこでPOlyl：CによるNK
細胞の活性化、抗腫瘍効果、その活性化メカニズムについて検討を行い、以下の点
を明らかにした。
1）polyl：CによるNK細胞の活性化について検討を行った結果、IPS－1、TRIFの両方
を介したpolyI：Cの認識がNK細胞活性化（細胞障害活性の上昇、IFN－Y産生、Gram
ZymeB産生、CD69の発現増加）に重要であることが明らかとなった。
2）抗asiaIoGMl抗体を用いて抗腫瘍効果を検討したところ、抗体の投与によりpolyl：
Cの抗腫瘍効果は消失した。
－3）皮下移植したB16細胞に対するpoJyl：Cの坑腫瘍効果については、IPS－1、TRIF
両方の経路が重要であり、IPS－1汀R］FのDKOマウスではpolyl：C投与による延命効
果も消失した。
4）NK細胞、樹状細胞を分離し、in vitroで共培養を行ったところ、POlyl：C刺激下で
野生型、DKOのNK細胞から共に同等のIFN－Yの産生が認められた。また、NK細胞
のみにpolyI：C刺激を行っても、肝N－Yの産生はほとんど認められなかった。
5）lFNa6／GFPノックインマウスを用いて、POlyl：Cの刺激に対するqFPの発現を検討
したところ、CD8cx陽性樹状細胞からGFP発現の増加を認めた。また、CD8q陽性樹
状細胞でI型IFN、IL－12p40、IL－6の遺伝子発現の誘導が認められた。
6）CD8cl陽性樹状細胞とNK細胞をpolyl：C刺激下に共培養を行ったところ、CD8q陽
性樹状細胞がpolyl：Cの刺激に対するNK細胞のIFN－Yの産生を強く誘導した。
7）CD8cx陽性樹状細胞ではTLR3の高発現を認めた。
以上の結果から、POlyl：CはCD8q陽性樹状細胞によりTLR3、MDA5を介して認識
され、NK細胞を活性化、抗腫瘍活性を示すことが明らかとなった。
本論文は、．POlyI：C刺激に対するNK細胞の活性化機序について新しい知見を与え
たものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け、博士（医学）の学位
論文に値するものと認められた。
（平成　22年1月　25日）
